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Alerting Abstract: WO Al 

Process for selecting, from a set of allelic sequences of a polymorphic gene (PG), at least one mutation 
screen able to specify at least one oligonucleotide probe for distinguishing between all alleles, 
comprises: (1) selecting all or part of a known consensus sequence (CS) of PG; (2) producing a matrix 
of mutations with sequences corresponding to known alleles; (3) identifying indiscernible sequences by 
pairwise comparison (i.e. alleles having the same mutuation profile in CS) and excluding one member of 
each pair; (4) identifying and numbering obligatory mutations and ! marker' mutations (i.e. those which 
are necessary and sufficient to distinguish 2 otherwise identical alleles; set O of obligatory mutations), 
and (5) producing at least one minimal mutation screen comprising at least these obligatory mutations. 

To identify alleles, the screen selected in step (5) which is most suitable for prodn. of probes to 
differentiate between the alleles is chosen and these probes used for hybridisation typing of the alleles. 

USE/ AD VANTAGE - This method provides rapid and reliable identification of alleles without requiring 
a large no. of probes. It can identify homozygotic doublets and differentiate them from heterozygotic 
doublets. 

International Classification (Main): C12Q-001/68 (Additional/Secondary): C07H-021/00, C12N- 
015/1 1,G06F-01 5/20 
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**Auswahlverfahren von mindestens einem Mutationssieb, seine Anwendung auf ein schnelles 
Identifizierungsverfahren von Allelen von polymorphen Systemen und Apparat zu seiner Durchfuehrung 
Method for the selection of at least one mutations' screen, its application to a rapid identification of 
polymorphic systems' alleles and apparatus for carrying it out Procede de selection d'au moins un crible 
de mutations, son application a un procede d'identification rapide d'alleles de systemes polymorphes et 
dispositif pour sa mise en oeuvre** 
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Original IPC: C12Q-1/68(A) 
Current IPC: C12Q-1/68(A) 

Original Abstract: Methods for the selection of at least one mutation screen from a set of allelic 
sequences of a polymorphic gene and for the rapid identification of alleles of polymorphic genes, 
nucleotide probes obtained from the said mutation screens, especially consisting of a data bank and 
device for implementing the said methods. The method for the identification of alleles comprises: (a) the 
selection of all or part of a known consensus sequence of the said polymorphic gene; (b) the creation of 
a template for the mutations of the corresponding sequences of known alleles; (c) the identification of 
the indiscernible sequences by comparison in pairs (alleles having the same mutation profile in the 
sequence selected in (a)) and the exclusion of one of the members of the said pairs; (e) the identification 
and the enumeration of the obligatory mutations or the so-called allele marker mutations,that is to say 
those which are required or sufficient for distinguishing two alleles which are otherwise identical (set O 
of obligatory mutations); and (f) the production of the said minimum mutation screen(s) comprising at 
least the obligatory mutations of step (e); and then (g) the selection, among the screens selected in step 
(f) of the said method for the selection of mutation screens, of the mutation screen which is most 
suitable for the preparation of oligonucleotide probes suitable for use in the differentiation of all the 
alleles; (h) an appropriate hybridisation of an allele X to be identified with the oligonucleotide probes 
selected from the mutation screen(s) established in steps (a) to (g); and (i) identification of the allele X 
by detecting the said hybrid(s) optionally formed in step (h). 

Claim: 1 . Procede pour la selection a partir d'un ensemble de sequences alleliques d'un gene 
polymorphe, d'au moins un crible de mutations destine a specifier au moins une sonde nucleotidique 
apte a etre utilisee pour la discrimination de tous les alleles, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes: * (a) la selection de tout ou partie d'une sequence consensus connue dudit gene polymorphe; 
(b) la creation d'une matrice des mutations de s sequences correspondantes d'alleles connus; (c) 
l'identification de s sequences indiscernables par comparaison deux a deux (alleles ayant 1 e meme profil 
de mutations dans la sequence selectionnee en (a)) et l'e xclusion d'un des membres desdits couples; (e) 
l'identification et le denombrement des mutations obligatoires ou mutations dites marqueurs d 'alleles, 
c'est-a-dire celles qui sont necessaires et suffisantes pour la distinction de deux alleles par ailleurs 
identiques (ensemble O des mutations obligatoires); et (f) l'obtention dudit/desdits cribles min imaux de 
mutations, comprenant au moins les mutations obligatoires de 1 'etape (e). 
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Publication Date: 19930610 

**METHOD OF SELECTING AT LEAST ONE MUTATION SCREEN, ITS APPLICATION TO A 
METHOD FOR RAPID IDENTIFICATION OF ALLELES OF POLYMORPHOUS SYSTEMS AND 
DEVICE FOR IMPLEMENTATION THEREOF** 
Assignee: BERTIN CIE, FR (BERU) 

Inventor: COHEN, NADINE, FR BOUGUELERET, LYDIE, FR COHEN, DANIEL, FR DAUSSET, 
JEAN, FR 

Language: EN (43 pages, 0 drawings) 
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Original Abstract: Methods of selecting at least one mutation screen from a series of allele sequences of 
a polymorphous gene and for rapid identification of alleles of polymorphous genes, nucleotide probes 
obtained from the said mutation screens, placed specifically in data bank form, and a device for 
implementing the said method are disclosed. The method for identifying alleles consists of: (a) selecting 
all or part of a known (consensus) sequence of the said polymorphous gene; (b) creating a mutation 
matrix for the corresponding sequences of known alleles; (c) identifying indiscernable sequences by 
comparison in twos (alleles having the same mutation profile in the sequence selected in (a)) and 
excluding one of the members of the said pairs; (d) identifying and counting the obligatory mutations or 
allele marker mutations, i.e.those which are necessary and adequate for distinguishing between two 
alleles which are otherwise identical (set O of obligatory mutations); and (f) obtaining the said minimum 
mutation screen(s), comprising at least the obligatory mutations of step (e); then (g) selecting from the 
screen selected in step (f) of the said mutation screen selection process the most suitable mutation screen 
for preparing oligonucleotide probes suitable for use in differenciating all the alleles; (h) appropriately 
hybridizing an allele X to be identified with the oligonucleotide probes selected from the mutation 
screen(s) obtained in steps (a) to (g); and (i) identifying the allele X by detection of the said hybrid(s) 
which may have been formed in step (h). 
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@ Procedes de selection d'au moins un crible 
de mutations a partir d'un ensemble de sequen- 
ces alleliques d'un gene polymorphe et d'identi- 
fication rapide d'alleles de genes polymorphes, 
sondes nudeotidiques obtenues a partir desdits 
cribles de mutations, notamment constitues en 
banque de donnees et dispositif pour la mise en 
oeuvre desdits proc6des. Le procede pour I'i- 
dentification d'alleles comprend : (a) la selec- 
tion de tout ou partie d'une sequence 
consensus connue dud it gene polymorphe ; (b) 
la creation d'une matrice des mutations des 
sequences correspondantes d'alleles connus 
(c) ('identification des sequences indiscerna- 
bles par comparaison deux a deux (alleles ayant 
le meme proftl de mutations dans la sequence 
selectionnee en (a)) et Texclusion d'un des 
membres desdits couples; (e) I'identification et 
le denombrement des mutations obligatoires ou 
mutations dHes marqueurs d'alleles, c'est-a- 
dire celles qui sont n6cessaires et suffisantes 
pour ta distinction de deux alleles par ailleurs 
identiques (ensemble O des mutations obliga- 
toires) ; et (f) I'obtention dudit/desdits cribles 
minimaux de mutations, comprenant au moins 
les mutations obligatoires de t'&ape (e); puis 
(g) le choix, parmi les cribles s^lectionnes a 
l'6tape (f) dudit procede de selection de cribles 
de mutations, du crible de mutations le plus 
adapte a la realisation de sondes oligonucleoti- 
dtques aptes a etre utilisees pour la dtfferencia- 
tion de tous les alleles; (h) une hybridation 
appropriee d'un allele X a identifier avec les 
sondes oligonucleotidiques s6lectionn6es a 
partir du/des cribles de mutations 6tablis au 



cours des 6tapes (a) a (g) ; et (i) identification de 
I'allele X par detection dudit/desdits hybrides, 
eventuellement formes au cours de I'etape (h). 
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La presente invention est relative a un proceed de 
selection d'au moins un crible de mutations a partir 
d'un ensemble de sequences alleliques d'un gene po- 
lymorphe, a un procede d'identification rapide de va- 
riations alleliques (alleles ou sequences alleliques) 
des sequences de genes polymorphes, a des sondes 
nucleotidiques obtenues a partir desdits cribles de 
mutations, notamment constitues en banque de don- 
nees ainsi qu'a un dispositif pour ta mise en oeuvre 
desdits procedes. 

La presente invention est egalement relative a un 
kit pour I'identif ication des alleles de genes polymor- 
phes. 

A I'heure actuelle, il est tres difficile et tres fasti- 
dieux d'identifier les differents alleles d'un meme 
gene, se distinguant par mutation d'au moins une 
base dans leur sequence nucleotidique, notamment 
dans le cas de systemes naturellement polyalleli- 
ques, tel que le systeme majeur d'histocompatibilite 
(HLA) dont les genes peuvent se presenter sous de 
tres nombreuses formes alleliques, ainsi que dans 
toute autre forme de polymorphisme, notamment 
ceux dus a des mutations somatiques comme celles 
des tmmunoglobulines et des recepteurs des cellules 
T ou encore ceux rencontr6s dans des systemes equi- 
valents a un systeme polyallelique, plus particuliere- 
ment observes dans certaines maladies gen6tiques 
a mutations multiples telles que la mucoviscidose ou 
la dystrophic musculaire de Duchenne. 

Les genes du complexe majeur d'histocompatibi- 
lite (complexe HLA), par exemple, sont etroitement 
lies sur le bras court du chromosome 6 et s'etendent 
sur environ 5 000 kB ; its codent pour trois types de 
proteines, les prolines de classe I, It et III ; une ca- 
racteristique majeure du systeme HLA est son vaste 
polymorphisme. 

Le polymorphisme de ce systeme resulte du nom- 
bre de genes et du nombre des differents alleles pos- 
sibles pour chacun de ces genes, le polymorphisme 
etant encore accru si Ton tient compte du fait qu'un in- 
dividu peut avoir recu le m6me allele de ses deux pa- 
rents (etat homozygote) ou peut avoir recu deux alle- 
les differents (etat heterozygote). 

De plus, si I'on considere que pour le complexe 
HLA, il peut exister de 10 a 100 alleles par gene et 
qu'on a actueilement caracterise 15-20 genes codant 
pour les prot6ines du complexe HLA, 0 est quasiment 
impossible d'effectuer un typage (ou identification) 
complet de ce complexe avec les methodes actueile- 
ment disponibles, alors que ce dernier peut se reveler 
crucial, notamment en transplantation. 

En effet, le typage des differents systemes poty- 
morphes peut etre realise, actueilement, soit par des 
methodes immunochimiques, soit par des techniques 
d'hybridation ADN/ADN ; toutefois ces techniques ont 
I'inconvenient : 

. de ne pas etre assez dtscrtminatives, et done 
de ne pas permettre la differenctation d'alleles 



de structures tres proches et 
. de necessiterl'utilisation d'un nombre eleve de 
sondes oligonuc!6otidiques (par exemple : 50- 
60 sondes environ dans le cas du gene DRp du 

5 systeme HLA (voir notamment la nomenclature 

des facteurs du systeme HLA, publiee en 1990 
dans Immunogenetics, 31, 131-140), qui 
comporte 56 alleles), et ce, dans la mesure ou 
dans les procedes de typage classique par bio- 

10 logie moleculaire de Tart anterieur, 3 est effec- 

ttvement necessaire de prevoir de I'ordre d'une 
sonde par allele pour pouvoir interpreter les re- 
sultats. 

Or, cette identification est souvent necessaire 

15 soit pour des raisons preventives, soit pour des rai- 
sons curatives (therapie, chirurgie, greffes notam- 
ment) ; plus particulierement, dans le cas du 
complexe HLA, la maitrise d'un systeme de typage 
fiable, est rendue necessaire dans un but preventif 

20 par I'existence d'une correlation entre la susceptibilite 
a certaines maladies et la fr6quence de certains alle- 
les HLA ; et dans un but curatif par la necessite d'avoir 
une compatibilite HLA entre donneur et receveur, en 
cas de greffe, comme specifie ci-dessus et dans un 

25 but d'identification des tndividus (criminologie et re- 
cherche de paternite notamment). 

En consequence, la Demanderesse s'est donne 
pour but de pourvoir a un procede d'identification ra- 
pide et fiable d'alleles, qui a I'avantage de permettre 

30 I'identif ication de la carte allelique complete d'un su- 
jet, et ce sans necessiter I'utflisation d'un nombre ele- 
ve de sondes oligonucleotidiques (difficulty de reali- 
sation et cout eleve desdites sondes). 

La presente invention a pour objet un procede 

35 pour la selection, a partir d'un ensemble de sequen- 
ces alleliques d'un gene polymorphe, d'au moins un 
crible de mutations destine a specifier au moins une 
sonde nucleotidique apte a etre utilisee pour la discri- 
mination de tous les alleles, caracterise en ce qu'il 

40 comprend les etapes suivantes : 

(a) la selection de tout ou partie d'une sequence 
consensus connue dudit gene polymorphe ; 

(b) la creation d'une matrice des mutations des 
s6quences correspondantes d'alleles connus ; 

45 (c) ('identification des sequences indiscernables 
par comparaison deux A deux (alleles ayant le meme 
prof il de mutations dans la sequence selectionnee en 
(a)) et Pexclusion d'un des membres desdits couples ; 
(e) Tide ntrf ication et le denombrement des muta- 

50 tions obligatoires ou mutations dites marqueurs d'al- 
leles, e'est-a-dire celles qui sont necessa'tres et suf- 
f isantes pour la distinction de deux alleles par ailleurs 
identiques (ensemble O des mutations obligatoires) ; 
et 

55 (f) I'obtention dudit/desdits cribles minimaux de 

mutations, comprenant au moins les mutations obli- 
gatoires de I'etape (e). 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux 
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dudit procede, prealablement a I'etape (e) d'identifi- 
cation et de denombrement des mutations obligatoi- 
res, ledit procede comprend : 

(d) Identification des mutations simil aires dans 
chacune desdites sequences d'alleles de I'etape (b), 
de maniere a ne traiterdans les etapes suivantes que 
les mutations non redondantes et constituant I'en- 
semble U des mutations utiles ; taquette etape (d) est 
suivie des etapes (e) et (f) modifiees comme suit : 

(e) I'identif tcation et le denombrement des muta"- 
tions obligatoires ou mutations dites marqueurs d'al- 
leles, parmi les mutations utiles de ('ensemble U, 
c'est-a-dire celles qui sont necessaires et suff isantes 
pour la distinction de deux alleles par ailleurs identi- 
ques (ensemble O' des mutations obligatoires) ; et 

(f) si les mutations obligatoires de I'etape (e) ne 
permettent pas Tobtention directe de cribles de muta- 
tions aptes a la differenciation univoque de tous les 
alleles, on procede a la selection d'un nombre mini- 
mal de mutations utiles de I'etape (d) (sous-ensemble 
lit issu de t'ensemble U des mutations utiles) qui, as- 
sociees aux mutations obligatoires de I'etape (e), for- 
ment le/les cribles de mutations aptes a la dif ferencia- 
tion univoque de tous les alleles. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode 
de mise en oeuvre, prealablement a I'etape (f), ledit 
procede comprend une etape (x) de selection de mu- 
tations utiles de I'etape (d) (sous-ensemble U 2 issu de 
I'ensemble U des mutations utiles), pour former un 
groupe des mutations utiles les plus adaptees a la 
realisation de sondes oligonucleotidiques aptes a etre 
utilisees pour la differenciation de tous les alleles ; la- 
quelle etape (x) est suivie de I'etape (f) modifiee 
comme suit : 

(f) si les mutations obligatoires ne permettent pas 
la selection directe de cribles de mutations aptes a la 
differenciation univoque de tous les alleles, on proce- 
de a la selection d'un nombre minimal de mutations 
utiles de I'etape (x) qui, associees aux mutations obli- 
gatoires de I'etape (e), forment le/les cribles de mu- 
tations aptes a la differenciation univoque de tous les 
alleles. 

De tels cribles de mutations sont particul ierement 
interessants pour la selection et la realisation d'un 
nombre restreint de sondes oligonucleotidiques, ap- 
tes a etre utilisees pour la differenciation de tous les 
alleles d'un gene polymorphe. 

La presente invention a egalement pour objet un 
procede pour ('identification d'alleles (ou sequences 
alleliques) d'un gene polymorphe, caracterise en ce 
qu'il comprend les etapes suivantes : 

I - la selection d'au rnoins un crible de mutations 
realise a partir d'un ensemble de sequences al- 
leliques d'un gene polymorphe au cours des eta- 
pes : 

. (a) a (f) du procede de selection d'au moins 
un crible de mutations tel que def ini ci-des- 
sus (y compris les differentes variantes) ; 



puis 

. (g) le choix, parmi les cribles selectionnes 
a I'etape (f) dudit procede de selection de 
cribles de mutations, du crible de mutations 
5 le plus adapte a la selection et a la realisa- 

tion de sondes oligonucleotidiques aptes a 
etre utilisees pour la differenciation de tous 
les alleles ; 

II - typage proprement dit d'un allele X a identifier 
10 par : 

(h) une hybridation appropriee dudit allele X 
avec les sondes oligonucleotidiques setec- 
tionnees a partir du/des cribles de mutations 
etablis au cours des etapes (a) a (g) ; et 
15 (i) identification de ('allele X par detection du- 

dit/desdits hybrides, eventuellement formes 
au cours de I'etape (h). 
De maniere avantageuse, lorsque le procede de 
selection de cribles de mutations, comprend I'etape 
20 (d) telle que definie ci-dessus, ladite etape (d) a 
I'avantage d'entratner une premiere reduction des 
mutations a considerer dans la suite des etapes, en 
eliminant un premier sous-ensemble de mutations 
(mutations redondantes) et done de constituer un en- 
25 semble U des mutations utiles pour la caracterisation 
d'un allele. 

Les etapes (e) a (g) ont I'avantage : 
. de permettre la selection d'un sous-ensemble 
de mutations obligatoires, parmi les mutations 
30 utiles de I'ensemble U qui, eventuellement en 

association avec : 

- soit un sous-ensemble U lf issu de I'ensem- 
ble U des mutations utiles (I'ensemble Ut 
correspondant a un nombre minimal de mu- 

35 tations utiles qui, en association avec les 

mutations obligatoires, forment des cribles 
de mutations aptes a la differenciation uni- 
voque de tous les alleles) ou 

- soit un sous-ensemble U 2 , issu de I'ensem- 
40 ble U des mutations utiles et selectionne 

pour former un groupe de mutations utiles 
plus adaptees a la realisation de sondes oli- 
gonucleotidiques convenables, forment 
des cribles de mutations aptes a la differen- 
45 ciation univoque de tous les alleles ; et 

- de permettre, en raison de la selection des 
sondes oligonucleotidiques specifiques, 
une identification rapide de f allele inconnu. 

En effet, le procedfe conforme a I'invention 
50 per met outre la selection d'un nombre restreint 

de sondes oligonucleotidiques, la selection de 
sondes ayant les caracteristiques avantageu- 
ses suivantes : 
. appariement maximal avec la sequence 
55 consensus ; 

. absence de formation de sequences donnant 
lieu a la formation d'homo- ou d'heterodimeres 
non specifiques ; 
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. contenu important en bases GC ; et 

. absence de sequences r£p6t6es polypurines 
ou polypyrimidines. 

De plus, le procede conforme a I'invention per- 
met Tidentif ication directe des doublets hqmozygotes 
et leur differentiation des doublets h&erozygotes. 

Dans ce dernier cas t pour etablir, in fine, le crible 
de mutations, on met en oeuvre le meme procede que 
deer it ci-dessus par ('analyse de chaque sequence du 
doublet a chaque position ; ce sont done des doublets 
d'alleles qui sont compares a tous les autres doublets 
d'alleles. 

Les implications preventives et curatives de la 
connaissance precise des alleles ported par un sujet 
donne sont importantes ; le procede conforme a fin- 
vention permet, dans un temps tres court, de resou- 
dre ce probleme. 

La pr6sente invention a egalement pour objet 
('application du procede pour la selection d'au moms 
un crible de mutations a partir d'un ensemble de se- 
quences alleliques d'un gene polymorphe, a la reali- 
sation d'une banque de donnees, constituee par I'en- 
semble des cribles de mutations obtenus par le pro- 
cede ci-dessus et destinee a la preparation de sondes 
oligonucleotidiques aptes a etre utilis6es pour la;dis- 
crimination de tous les alleles. 

La presente invention a egalement pour objet des 
sondes oligonucleotidiques, caract6ris6es en ce 
qu'elles sont construites pour la mise en oeuvre d*au 
moins un crible de mutations issu du proc6de de se- 
lection d'au moins un crible de mutations a partir d'un 
ensemble de sequences alleliques d'un gene poly- 
morphe ou de la banque de donnees telle que definie 
ci-dessus, en ce qu'elles comprennent entre 15 et 50 
bases et en ce qu'elles sont les plus aptes a s'hybrtder 
a une sequence allelique pour Tidentif icatton d'alleles 
d'un gene polymorphe. 

De telles sondes peuvent eventuellement etre 
marquees a ('aide d'un marqueur tel qu'un isotope ra- 
dioactif, une enzyme appropriee, un fluorochrome, un 
anticorps ou un analogue de base ; de telles sondes 
peuvent egalement £tre construites pour etre mises 
en oeuvre dans le procede de detection et/ou d' iden- 
tification d'une base nucleotidique specif rque presen- 
te sur une sequence d'acide nucteique (mutation) de- 
crit dans la Demande de Brevet europeen 4 1 2 883, au 
nom de la Demanderesse. 

Selon un mode de realisation avantageux desdi- 
tes sondes, elles comprennent une sequence issue 
de la sequence consensus selectionnee et dont la 
base nucleotidique situee a Pextremite 3' correspond 
a une base en amont d'une des bases mutantes du 
crible de mutations selectionne. 

La presente invention a egalement pour objet un 
kit pour ('identification d'alleles d'un gene polymor- 
phe, caracteris6 en ce qu'il comprend au moins : 

- des quantites appropriees d'une collection de 
sondes oligonucleotidiques conformes a fin- 



vention ; eventuellement associees a : 

- des quantites appropriees d'un reactif de de- 
tection des hybrides sonde-sequence a identi- 
fier eventuellement formes ; et/ou a 

5 - un tableau ^interpretation du resultat des hy- 

bridations obtenues, en fonction du crible de 
mutations selectionne. 
Selon un mode de realisation avantageux dudit 
kit, lesdites sondes comprennent une sequence issue 
10 de la sequence consensus selectionnee et dont la 
base nucleotidique situee a I'extr6mite 3' correspond 
a une base en amont d'une des bases mutantes du 
crible de mutations selectionne. 

Selon un autre mode de realisation avantageux 
15 dudit kit, il comprend en outre : 

- des quantites appropriees de quatre bases nu- 
cleoid iques modifiees, de maniere a etre in- 
corporables dans le produit d'extension desdi- 
tes sondes utilisees comme amorces, tout en 

20 bloquant ('elongation dudit produit d'extension. 

Un tel mode de realisation per met la mise en oeu- 
vre du proced6 d£crit dans la Demande de brevet eu- 
ropeen 412 883 au nom de la Demanderesse. 

La prfesente invention a, en outre, pour objet un 
25 dispositif pour la mise en oeuvre du proc£d6 confor- 
me a I'invention, caract6ris6 en ce qu'il comprend au 
moins : 

- des moyens d'entr6e de donnees, 

- des moyens de calcul programmes pour g6n6- 
30 rer le/les cribles de mutations, 

- des moyens de memorisation desdits cribles, 
et 

- des moyens aptes a permettre ('identification 
des alleles a partir des cribles memorises. 

35 Outre les dispositions qui precedent, I'invention 

comprend encore d'autres dispositions, qui ressorti- 
ront de la description qui va suivre, qui se refere a des 
exemples de mise en oeuvre du procede objet de la 
presente invention ainsi qu'au dessin annexe, dans 

40 lequet : 

- la figure 1 illustre un mode de realisation du 
procede de selection d'un crible de mutations 
dans lequel ledit crible est directement obtenu 
a partir de ('ensemble O de mutations obligatoi- 

45 res ; 

- la figure 2 illustre un autre mode de realisation 
dans lequel ledit crible est obtenu a partir d'un 
ensemble O' de mutations obligatoires issu 
d'un ensemble U de mutations utfles, lequel en- 

50 semble O* est eventuellement associe a un 

sous-ensemble U 1 ou a un sous-ensemble U 2 
de mutations utiles, tels que d6f ints ci-dessus ; 

- la figure 3 illustre un dispositif de mise en oeu- 
vre des precedes conformes a I'invention (pha- 

55 se de creation et phase d'exploitation) ; 

- la figure 4 illustre une matrice de mutations 
d'une sequence a 7 alleles, d6nommee All ; 

- la figure 5 illustre l'ensemble U (mutations uti- 
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les) en vue d'identif ier un couple d* alleles ho- 
mozygotes de la sequence All ; 

- la figure 6 illustre les cribles de mutations aptes 
a I'identif ication univoque de tous les couples 
d'alleles homozygotes de All ; 5 

- la figure 7 illustre ('ensemble U (mutations uti- 
les) en vue d'identif ier un couple d'alleles he- 
terozygotes du gene All ; 

- la figure 8 illustre le crible de mutations apte a 
I'identif ication univoque de tous les doublets to 
d'alleles h6ter ozygotes de All ; 

- la figure 9 illustre ('ensemble U (mutations uti- 
les) en vue d'identif ier un couple d'alleles ho- 
mozygotes du gene DQp1 ; et 

- la figure 10 illustre ('ensemble des cribles de 15 
mutations aptes a ('identification de tous les 
couples d'alleles homozygotes du gene DQp1. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exenv 
ples sont donnes uniquement a titre d'illustration de 
I'objet de I'invention, dont ils ne constituent en aucune 20 
maniere une limitation. 

Un dispositif conforme a I'invention permet la 
mise en oeuvre des procedes de selection et d'iden- 
tif ication tels que def tnis ckJessus aussi bien en pha- . 
se de creation (constitution des cribles) qu'en phase 25 
d'exploitation (identification d'un allele). 

En phase de creation, la matrice des mutations 
d'alleles est introduite en (1) dans un microproces- 
seur (A) approprie et generent en (4) au moyen du 
procede de selection d'au moins un crible de muta- 30 
tions conforme a I'invention, un ensemble de cribles, 
memorises en (3, 3') dans une banque de donnees . 

En phase d'exploitation, une sequence a identi- 
fier est hybridee avec une collection de sondes 
convenables, construites pour la mise en oeuvre d'au 35 
moins un crible de mutations ; a partir des hybrides 
obtenus, on identtfie la sequence (donnees experi- 
mentales introduces en (2)) ; on compare le resultat 
obtenu avec le crible eh (5), ce qui permet de preciser 
de quel allele il s'agit. 40 

EXEMPLE 1 : Constitution de cribles de 
mutations des alleles homozygotes du gene All. 

. on selectionne la sequence All*0501 comme 45 
sequence consensus comme visible sur la fi- 
gure 4, ddns faquetle la premiere sequence est 
consideree comme la sequence consensus ; 
dans les autres sequences seules sont indt- 
quees les mutations par rapport a ladite se- so 
quence consensus ; 

. on compare les alleles deux a deux et on iden- 
tif ie les mutations utiles pour differencier cha- 
que couple d'alleles : les mutations utiles trou- 
v6es avec le proced6 conforme a I'invention 55 
sont au nombre de 9 : 
5, 8, 14, 19, 20, 21,36, 48, 49 
conformement a la figure 5. 



Dans cet exemple, un couple d'alleles est indis- 
cernable (couple All*0201 et AIU0202) ; ('allele 
All* 0202 est en consequence supprime pour le 
reste de ('analyse. 

. on procede ensuite a la recherche des muta- 
tions obligatoires : All* 04 01 et AH* 0501 ne dif- 
ferent que par 36. 

II ressort de cette recherche qu'il ri'existe 
qu'une seule position obligatoire parmi les mu- 
tations utiles, il s'agit de (a position 36. 

. dans le cas present, la seule mutation obliga- 
toire ne permet pas de discriminer tous les cou- 
ples d'alleles possibles ; il n'existe pas de "so- 
lutions", i.e. de cribles permettant Identifica- 
tion univoque de tous les alleles considered, 
avec un nombre de mutations infeneur a 3 (soit 
2 mutations supplementaires). Tous les cribles 
de mutations possibles a 3 mutations sont : 

1) 36,5,20 

2) 36, 8, 20 

3) 36, 14, 20, 

conformement aux figures 6.1 a 6.3 et montrent qu'il 
est possible d'identifier un allele du gene All a I'aide 
de I'un quelconque de ces cribles de mutations. 

EXEMPLE 2 : Constitution do cribles de 
mutations des alleles hetdrozygotes du gene All. 

Dans cet exemple, apres I'execution des etapes 
telles que d6crites a I'exemple 1, et qui aboutissent a 
I'identif ication des mutations utiles comme visible a la 
figure 7, on procede a la recherche des mutations 
obligatoires qui permettent la discrimination de tous 
les doublets d'alleles : 

AI1*0401,AI1*0401 etAII*0501,AlU0401 ne different 
que par 36 ; 

AII»0401,All*0401 etAII*0501,AII*0501 ne different 
que par 36 ; 

All*0302, All*0401 et AIU0501, AIU0302 ne different 
que par 36 ; 

A1I*0301,AII*0401 etAII*0501,AII«0301 ne different 
que par 36 ; 

A1I*0201,AII*0401 etAll*0501,All*0201 ne different 
que par 36 ; 

All*0502, A1I*0401 et All*0501, AIU0502 ne different 
que par 36 ; 

AH*0501,AII*0401 et All*0501, All*0501 ne different 
que par 36. 

II ressort de cette recherche qu'P n'existe une 
seule position obligatoire parmi les mutations utiles ; 
il s'agit de la position 36. Dans cet exemple, cette seu- 
le mutation obligatoire ne permet pas de discriminer 
tous les doublets d'alleles. II n'existe pas de "solu- 
tions" avec un nombre inferieur a 3, soit 2 positions 
supplementaires. Un des cribles de mutations qui 
permet la discrimination de tous les doublets d'alleles 
est : 36, 5, 20, conformement a la figure 8. 
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EXEMPLE 3 : Typage d'un individu h6terozygote 
All. 

Le cribie de mutations de I'exemple 2 est choisi 
pour identifier des alleles, car tl est le plus adapts a 5 
la realisation de sondes qui repondent aux criteres de 
selection deTinis ci-dessus (appariement maximal 
avec la sequence consensus, absence de sequences 
donnant lieu a la formation d'homo- ou d'heterodime- 
res. contenu important en bases GC et absence de 10 
sequences rep6t6es polypurines ou polypyrimidine). 

Des sondes de 20 oligonucleotides sont synthe- 
tisees de maniere a ce que la position 3 f desdites son- 
des correspondent a une base situ6e juste en amont 
d'une des positions des cribles ci-dessus, de maniere 15 
a ce que lorsque Ton procede a ('hybridation et a I'ex- 
tension dans les conditions de la Demande de Brevet 
europeen precitee. on puisse verifier laquelle/les- 
quelles des bases s'apparie(nt). ^utilisation d'un tel 
panel de sondes permet d'identif ier 20 
. chez Tindividu 1, la sequence CC CT CC qui, 
en reference au cribie choisi permet d'tdentifier 
le couple d'alleles All*0201, All*0302, et 
. chez Tindividu 2 teste, la sequence CC CT CG 
qui, en reference au cribie choisi permet 25 
d'identif ier le couple d'alleles All* 0502, 
AIU0201. 

EXEMPLE 4 : Constitution de cribles de 

mutations des alleles homozygotes du gene 30 

HLA-DQp1 

La nomenclature des facteurs du systeme HLAa 
6t6 publi6e en 1990 dans Immunogenetics, 31, 131- 
140 et I'exempfe qui suit illustre la constitution d'un 35 
cribie de mutations des alleles du gene HLA-DQp1, 
tets que def inis dans cet article. 

. on s6lectionne la sequence DQp1*0501 (posi- 
tion 1 a position 300) comme sequence 
consensus ; 40 
. on identif ie les positions des mutations similai- 
res, af in de ne les considerer qu'une fois ; on 
obtient le resultat suivant : 

* la mutation 25 est simflaire a la 7 ; 

* la mutation 140 est similaire a la 110 ; 45 

* la mutation 186 est similaire a la 167 ; 

* la mutation 266 est similaire a la 250 ; 

* la mutation 269 est similaire a fa 259 ; 

* la mutation 280 est similaire a la 277 ; 

en consequence, les mutations 25, 140, 186 t 50 
266 f 269 et 280 sont ignorees dans l'6tape sui- 
vante du proced6 (les numeros correspondent 
aux positions des mutations sur la sequence). 
. on compare !es alleles deux a deux et on iden- 
tif ie les mutations utiles pour differencier cha- 55 
que couple d'alleles : les mutations utiles trou- 
v6es avec le procede conforme a I'invention 
sont au nombre de 54 : 



7 26 38 40 57 63 68 75 76 77 81 83 88 
89 105 109 110 113 114 134 137 141 144 147 
153 155 158 164 167 169 170 171 198 199 208 
209 211 212 213 216 220 221 223 230 231 234 
250 253 257 259 260 265 271 277, conforme- 
ment a la figure 9. 

Dans cet exemple, tous les couples d'alleles 
peuvent 6tre differenci6s. 
. on procede ensuite a la recherche des muta- 
tions obligatoires : 

DQpi*0402 et DQ01*O4O1 ne different que 
par 68, 

DQpi*03032 et DQpi*03031 ne different que 
par 63, 

DQpi*03032 et DQpi*0302 ne different que 
par 170. 

II ressort de cette recherche que les posi- 
tions obligatoires par mi les mutations utfles 
sont 63, 68 et170. 
. dans le cas present, les 3 mutations obligatoi- 
res ne permettent pas de discriminer tous les 
couples d'alleles possibles ; il n'existe pas de 
solutions avec un nombre de mutations inf6- 
rieur a 7 (soit 4 mutations supplementaires. 
Tous les cribles de mutations possibles a 7 mu- 
tations sont : 

1- 63, 68, 170, 7, 76, 88, 171, 

2- 63, 68, 170, 7, 77, 88, 171, 

3- 63, 68, 170, 26, 76,88, 171, 

4- 63, 68, 170, 26, 76, 88, 231, 

5- 63,68, 170,26,77,88, 171, 

6- 63, 68,170, 26, 77, 88, 231, 

7- 63, 68; 170, 57, 76, 88,171, 

8- 63, 68,170, 57, 77,88,171, 

9- 63, 68. 170, 76, 88,109,171, 

10- 63, 68,170, 76, 88,113, 171, 

11- 63, 68,170, 76, 88, 114,171, 

12- 63, 68, 170, 76, 88, 114, 231, 

13- 63,68,170,76,88,1X 171, 

14- 63, 68, 170, 76, 88, 141, 171, 

15- 63, 68,170, 76. 88, 141,231, 

16- 63, 68, 170, 76, 88. 153, 171, 

17- 63.68,170,76,88,158,171, 

1 8- 63, 68, 1 70, 76. 88, 1 58. 231 , 

19- 63, 68, 170, 76. 88, 164, 171, et 

20- 63. 68, 170, 76. 88, 164, 231. 
conformement aux figures 10.1 a 10.20 (dans 
lesquelles I'allele DQpi est represente par 
DQ01 ) et montrent qu'il est possible d'identif ier 
un allele du gene DQpi a I'aide de Tun quelcon- 
que de ces cribles de mutations. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, ('inven- 
tion ne se limite nullement a ceux de ses modes de 
mise en oeuvre, de r6alisation et d'application qui 
viennent d'etre decrits de facon plus explicite ; elle en 
embrasse au contraire toutes les variantes qui peu- 
vent venir a I'esprit du technicien en la matiere, sans 
s'6carter du cadre, ni de la port6e de la pr6sente in- 
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vention. 



Revendications 

5 

1 °) Procede pour la selection a partir d'un ensem- 
ble de sequences alleliques d'un gene polymorphe, 
d'au moins un crible de mutations destine a specifier 
au moins une sonde nucleotidique apte a etre utilisee 
pour la discrimination de tous tes alleles, caracterise w 
en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

(a) la selection de tout ou partie d'une sequence 
consensus connue dudit gene polymorphe ; 

(b) la creation d'une matrice des mutations des 
sequences correspondantes d'alleles connus ; 15 

(c) I'identif ication des sequences indiscernables 
par comparaison deux a deux (alleles ayant le 
meme profil de mutations dans la sequence se- 
lectionnee en (a)) et I'exdusion d'un des mem- 
bres desdits couples ; 20 

(e) I'identif ication et le denombrement des muta- 
tions obligatoires ou mutations dites marqueurs 
d'alleles, c'est-a-dire cedes qui son t necessaires 
et suff isantes pour la distinction de deux alleles 

par ailleurs identiques (ensemble O des muta- 25 
lions obligatoires) ; et 

(f) I'obtention dudit/desdits cribles minimaux de 
mutations, comprenant au moins les mutations 
obligatoires de I'etape (e). 

2°) Procede de selection selon la revendication 1 , 30 
caracterise en ce que, prealablement a I'etape (e) 
d'identification et de denombrement des mutations 
obligatoires, ledit procede comprend : 

(d) ('identification des mutations similaires dans 
chacune desdites sequences d* alleles de I'etape 35 
(b), de maniere a ne traiter dans les etapes sui- 
vantes que les mutations non redondantes et 
constituant ('ensemble U des mutations utiles ; la- 
quelle etape (d) suivie des etapes (e) et (f) modi- 
fies comme suit : 40 

(e) I'identif ication et le denombrement des muta- 
tions obligatoires ou mutations dites marqueurs 
d'alleles, parmi les mutations utiles de I'ensem- 
ble U, c'est-a-dire cedes qui sont n6cessaires et 
suff isantes pour la distinction de deux alleles par 45 
ailleurs identiques (ensemble O' des mutations 
obligatoires) ; et 

(f) si les mutations obligatoires de I'etape (e) ne 
permettent pas I'obtention directe de cribles de 
mutations aptes a la differenciation univoque de so 
tous les alleles, on procede a la selection d'un 
nombre minimal de mutations utiles de I'etape (d) 
(sous-ensemble U, issu de ('ensemble U des mu- 
tations utiles) qui, associees aux mutations obli- 
gatoires de I'etape (e), forment le/les cribles de 55 
mutations aptes a la differenciation univoque de 
tous les alleles. 

3°) Procede de selection selon la revendication 2, 



caracterise en ce que, prealablement a I'etape (f), le- 
dit procede comprend une etape (x) de selection de 
mutations utiles de I'etape (d) (sous-ensemble U 2 issu 
de ('ensemble U des mutations utiles), pour formerun 
groupe des mutations utiles les plus adaptees a la 
realisation de sondes oligonudeotidiques aptes a etre 
utilisees pour la differenciation de tous les alleles ; la- 
quelle etape (x) est suivie de I'etape (f) modrfiee 
comme suit : 

(f) si les mutations obligatoires ne permettent pas 
la selection directe de cribles de mutations aptes 
a la differenciation univoque de tous les alleles, 
on procede a la selection d'un nombre minimal de 
mutations utiles de I'etape (x) qui, associees aux 
mutations obligatoires de I'etape (e), forment 
le/les cribles de mutations aptes a la differencia- 
tion univoque de tous les alleles. 
4°) Procede pour Identification d'alleles d'un 
gene polymorphe, caracterise en ce qu'il comprend 
les etapes suivantes : 

I - la selection d'au moins un crible de mutations 
realist a partir d'un ensemble de sequences al- 
leliques d'un gene polymorphe au cours des eta- 
pes : 

• (a) a (f) du procede de selection selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 3 ; puis 

. (g) le choix, parmi les cribles selectionnes 
a I'etape (f) dudit procede de selection de 
cribles de mutations, du crible de mutations 
le plus adapte a la realisation de sondes oli- 
gonucleotidiques aptes a etre utilisees pour 
la differenciation de tous les alleles ; 

II - typage proprementditd'un allele X a identifier 
par: 

(h) une hybridation appropriee dudit allele X 
avec les sondes oligonucleotidiques selec- 
tionnees a partir du/des cribles de mutations 
etablis au cours des etapes (a) a (g) ; et 

(i) identification de ('allele X par detection du- 
dit/desdits hybrides, eventuellement formes 
au cours de I'etape (h). 

5°) Application du procede selon Tune quelcon- 
que des revendications 1 a 3, a la realisation 
d'une banque de donnees constitute par I'en- 
semble des cribles de mutations obtenus par ledit 
procede et destinee a la preparation de sondes 
nudeotidiques aptes a etre utilisees pour la dis- 
crimination de tous les alleles. 
6°) Sondes oligonucleotidiques, caracterisees en 
ce qu'elles sont construites pour la mise en oeu- 
vre d'au moins un crible de mutations issu du pro- 
cede de selection selon Tune quelconque des re- 
vendications 1 a 3 ou de la banque de donnees 
realisee selon la revendication 5, en ce qu'elles 
comprennent entre 15 et 50 bases et en ce qu'el- 
les sont les plus aptes a s'hybrider a une sequen- 
ce allelique pour I'identification d'alleles d'un 
gene polymorphe. 
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7°) Sondes selon ta revendication 6, caracteri- 
sees en ce qu'elles comprennent une sequence 
issue de la sequence consensus selectionnee et 
dont la base nucleotidique situ6e a i'extremite 
3* correspond a une base en amont d'une des ba- 5 
ses mutantes du crible de mutations sglectionne. 
8°) Kit pour ('identification d'alleles d'un gene po- 
lymorphe, caracteris6 en ce qu'il comprend au 
moins : 

- des quantites appropriees d'une collection 10 
de sondes oligonucleottdtques selon la re- 
vendication 6 ou la revendication 7 ; even- 
tuellement associees a : 

- des quantites appropriees d'un reactif de 
detection des hybrides sonde-sequence a 1 s 
identifier eventuellement formes ; et/ou a 

- un tableau d'interpr&ation du resultat des 
hybridations obtenues, en fonction du crible 
de mutations selectionne. 

9°) Kit selon la revendication 8, caracterise en ce 20 
que lesdites sondes comprennent une sequence 
issue de la sequence consensus selectionnee et 
dont la base nucleotidique situee a I'extremite 
3' correspond a une base en amont d'une des ba- 
ses mutantes du crible de mutations s6lectionn6. 25 
10°) Kit selon la revendication 8 ou la revendica- 
tion 9, caracteiise en ce qu'il comprend en outre : 

- des quantites appropriees de quatre bases 
nuc!6otidiques modif iees, de maniere a etre 
incorporables dans le produit d'extension 30 
desdites sondes utilisees comme amorces, 

tout en bloquant Telongation dudit produit 
d'extension. 

11°) Dispositif pour la mise en oeuvre des prece- 
des selon Tune quelconque des revendications 1 35 
a 4, caracterise en ce qu'il comprend au moins : 

- des moyens d'entree de donnees (1, 2), 

- des moyens de calcul programmes pour gene- 
rer le/les cribles de mutations (4), 

- des moyens de memorisation desdits cribles 40 
(3, 3*), et 

- des moyens (5) aptes a permettre ('identifica- 
tion des alleles a partir des cribles memorises. 



50 



55 



8 



BP 0 549 388 A1 



sequence consensus 
matrice des mutations de sequences d 1 alleles 



ensemble des mutations obligatoires 
(ensemble 0) 



selection directe 
d'un crible de mutation 



FIGURE 1 



9 



EP 0 549 388 A1 



matrice des mutations 
de sequences d* alleles 



ensemble des mutations 
utiles U 



ensemble issu 
de U 



ensemble des mutations 
obligatoires . (ensemble 0') 



ince de 1 'ensemble 
pour la selection 
'un crible de mutations' 



selection d'un crible 
de mutations 



ensemble U2 
issu de U 




selection d'un crible 
de mutations 



selection directe 
d'un crible de mutations 



FIGURE 2 



10 



EP 0 549 388 A1 



c 

0 

-H tO 

D (/I (1) 

(0 (JJ »H 

W<tf £l 

Ml) -H 

md a 



to 
jj 

(d to 
iJ 7 d) 

x -H 

^OJC — > 1^ 

u 





0) 












E Q) 












£ D> 


















U 






•— 1 






o 






^ a> x* 






0) 






O TJ H 






to 






Cn J-i 




y 


to 


-H 




H U 






(U 






(0 






u 


a 










o 


o 










u 


u 










a 


a 




— to 






o 


a 


c 


a> o) 






u 


(0 


o 








u 




• H 


D 1 OJ C 






•H 




J_> to 


CO c 




> 


e 




(0 <D 


(0 0 










to to f-i 












-H a> xj 
























O M 












B o 
























2 













to 

<D 
Ml) 
C 
C 

o 

(0 

<u 

0) 
MU 

4J 

C 
Q) 



A 
I 



CO 
<D 

rH 

«J 
U 

c 

0) 

to 6 

CD-H 
-Q) U 
CMD 

c a 

O X 
T5 0) 



A 
r 
i 
I 
i 



to 

0) 

o 

M 
4J 

e 



11 



EP 0 549 388 A1 



P ! ! 



i l t 
I I I 



O I I I i i I 

H i i i i i i 

l> i < < i i i 

< < U O i i i 

< i i i i i i 
O I I I I I i 



till 
» I l i l l 
I I I 1 J t 



o i i i i i » 
< i i i • i i 

u I I I | | i 



i * i i i i 
i i i i i » 
i i t * i i 



O l » i 

< I I I 

< t I I 



i i 
i i 



* i i i i i 
iitiii 
t i t i i i 



O 1 I ( I t I 

< * * i i i i 

I i i • i - i 

Si I I r i i 

f ' 1 * 1 » 

O < i i i i i 




E** i i i i i t 

O i i t t j t 

O i l i i i i 

§« « I I t f 

i i l I i i 



Q • i t t i i 

O I I I i i i 

9 ! L J 1 1 

< I f* fr« r* U » 
U I I I i | i 

O • ill it 

u i b H * i » 

U I l l l i t 

8' 1 t I I I 

I I I I I I 

< I 1 I I I I 



o o o o o o o 
o o o o o o o 

2 d 2 *2 ^ rtrH 
< < 4 < < < < 



\ CIV 

f *f 


1 O 1 < < 1 1 1 1 


1 CO 

1 V 


1 < 1 UO 1 1 1 I 


J vO 

1 o 


I O 1 1 1 1 1 H 1 


1 -« 

1 M 


IHOOUOOI | 


1 O 
1 N 


i H O O U < O 1 1 


t O* 
1 


i O < t l 111 1 


1 v 

1 rl 


! O 1 H H 0 O" 1 1 


1 CO 


1 < 1 h H H O 1 1 


1 </) 


I U I H H 1 1 1 1 



in 
w 

D 

e? 

H 
fa 



H <>l H M H N H 

o o o o o o o 

o o o o o o o 

«-* H H «-l H r-t r-« 



12 



EP 0 549 388 A1 





1 v o 


5 


20 1 


All*0301 


i r* 
1 v 




A | 


All*0302 


1 c 


c 


c t 


All*0502 


I c 


c 


0 I 


All *050.1 


I n 


n 


T 1 


All*0201 


1 c 


T 


C 1 


All*0202 


1 c 


T 


C | 


All*0401 


1 T 


c 


T I 


Solut Ion : 










| JO 


a 

o 


20 1 


All "ODU* 


i f 

1 v 




G 1 


ait *nso i 


1 c 




T ! 


« 1 1 * ft^ft? 
A-l J- VJv* 


1 c 


Q 


C 1 


All*0301 


I c 


T 


A 1 


All*0201 


1 c 


T 


C ! 


All*0202 


1 c 


T 


C 1 


All*040l 


1 T 


A 


T | 


Solution : 










1 36 


14 


20 


AJ.X-0301 


I c 


C 


A 


All*0302 


1 c 


c 


C 


All*0502 


1 c 


G 


G 


All*050l 


I c 


c 


T 


A1L*0201 


I c 


T 


c 


All*0202 


1 c 


T 


c 


All *0 401 


1 T 


0 


T 











FIGURE 6 



13 



EP 0 549 388 A1 



All*0301,All*050l 
All*0$01»All«0*n» 

An*o*oi,Ai**oaoi 

AU«OS01,AU*0301 

au»o>ui,aii*0J02 

All»0SOl,Ali*O4Ol 

A11*OSO*,A11»0201 
All«0}02,All«0301 
All«O3O2,All«0102 
Ail«O*Ol f Ali»0401 

AJ1*0201,A11'0201 
All«0201 # All 4 0»01 

ja i • oaoi , XI l AO t 
AU*0201,All«0401 
W 1*0301, All '0301 
All»M01,All*OJO2 
Al 1*0101, All •0401 
AU*U*OZ,A11*0302 
All '0302, At 1*0 40 I 



14 19 



44 4t 



cc 


AA 


CC 


CC 


TT 


TT 


CC 


AA 


CC 








Ad 


0T 


ct 








CT 


AT 


CT 




CT 


CT 




AC 


AC 




AT 


CC 




AT 


CT 










AC 


CC 




CT 


CT 




















CT 












AA ' 


cc - 


CC 








cr 


AT 


CT 


AO 


CC 


CC 




AC 


AC 




*T 


CO 


A4 


*a 


CC 










AC 


ca 


AC 


CO 


CC 














AO 


CT 


CT 


CT 






TT 


TT 


TT 




CC 


CC 




CC 


AA 


CT 


TT 


CT 




AC 


CC 




AC 


AC 


CT 


CT 


CT 




CC 


CC 




AC 


AO 


CT 


AT 


CT 




CT 


CT 


CT 


AC 


AC 




tr 


cc 




AA 


cc 










CT 


CC 




AC 


CC 










AT 


C6 




AT 


err 


CT 








CC 


CC 




CC 


CC 










AC 


CC 




CT 


CT 


CT 
TT 







FIGURE 7 





1 36 


3 


20 


1 
1 

1 


AXX*03GI, AX1*03QX 


1 CC 


CC 


AA 


1 


xix*fl*ni , aii*0302 


| CC 


CC 


AC 


1 
1 


AXX*O502,AlX*O3OX 


1 CC 


CC 


AO 


AXX*050X,A1X*030X 


I CC 


CC 


AT 


I 


AXX*O302,All*Q3O2 


I CC 


CC 


CC 


1 


A1X*050Z,A1I*0302 


1 CC 


CC 


CG 


1 


AXX*050I.AXX*0302 


I CC 


CC 


CT 


I 


All*0302, A1X*Q502 


I CC 


CC 


00 


1 


xXX*OSOl,AXX*0502 


I CC 


CC 


OT 


1 


A1X*0501,A1X"G50X 


I CC 


CC 


. TT 


1 
1 


AXX*020X,AlX*030X 


1 CC 


CT 


AC 


AXX*020X,AX1»0302 


| CC 


CT 


CC 


1 


AXX*0502,AI1*020X 


I CC 


CT 


CO 


1 
1 


AXX*O.SOX,AXX*020l 


1 CC 


CT 


CT 


AIX*020X,A1X*Q20X 


1 CC 


TT 


CC 


1 


AXX*030X,AXX*040X 


I CT 


CC 


AT 


1 


AlX*0302,AXX*040X 


I CT 


CC 


CT 


1 


All*O5O2,AlX*O40X 


I CT 


CC 


GT 


1 


AXX*050X,AXX*040l 


I CT 


CC 


TT 


1 


AlX*020X,AXX*040X 


| CT 


CT 


CT 


1 


AXX*040l,AiX*040X 


1 TT 


CC 


TT 


1 



FIGURE 8 



14 



EP 0 549 388 A1 



n co o 
<n r- 
(Mr^ h 

fN U> 0\ 
nvovo 
n vo m 

CM VO O 

to cn 
t>nnr> 
n in n 
Nin o 
f>» r> 
Nn h 
r>* r> o 
r»nn 

M IN «-l 
(NCIO 

n hvo 

<N rH 

Ol f-* CN 
OJ r-H e-H 
(N O (h 
(N O CO 
HCAa 
H Ch CO 
H CO U) 
H h H 
Hl^ O 
r-t u> cr» 

h U) 
HU) OO 

Hi/i n 
H^r^ 

r-« 

H H 

< O 

tH o r- 
h n v 

H H V 

4 n 

H H O 

o a\ 

HOUl 

O CO Ch 
O CO CO 

o co n 

O CO H 

O r- r- 
o r- vo 

O. U> CO 
6u> n 

o i/> r- 
o o 
o n co 
o r* u> 
o M in 
o o r- 



< t 

<2 

U U 
i i 

u u 
< o < 

< » 





1 


t 




o 


u u 




t 


I 


u 


o 


u u 




1 


I 




E- 








I 


o 


o 


o u 




1 


1 


o 


o 


u o 




1 


1 


< 


< 


< < 


E- 


1 


i 










I 


I 


u 




U U 






o 


< 


< 


< < 




1 


1 










1 


1 


u 


U 


u o 




1 
1 


1 
1 


1 


i 


1 » 


U 


u 


o 


1 


i 

O 


I 1 

u u 








1 






< 


< 




1 


< 


< < 






o 


o 

1 


o 

1 


1 1 


< 


< 






1 
1 


1 1 
1 t 

< < 




< 


< 


1 

o 


1 

< 

1 

1 


1 t 

< < 
1 1 
1 I 



u u o 

u u u 

f-» H E-» 

U U U 

U O O 

< < < 

< < < 

H H H 

O U U 

» < < 

» u u 

u u u 



» u u u o 



^ ^ o u u o 

I I I I 

I I I I 

H O V o 

H t- fr- 

i i » 

» I I I 

• I fx 

e- • i * 

< i t i 

• I i 

» < < < 

» u u o 

**C III 
«t I I I 
O • * i 

O i * i 
tilt 
H < H H 

0 H U U 
E-* E-* H 
lilt 

< t I U 

1 I i i 

< < < < 

I u • i 

• lit 
I I I i 
1*11 



< < 
I I 

< < 

U V 

u u 

< < 

i I 

u 

f- 
I I 
I I 

0 o o 

1 I I 
H (- f- 



u a 



I 



u u u 



H £- H 

■ i 

i t 

H i 

U » 

l H 



^ <N r-l CM 

oooooooooooo o o o o o 
ooooooooooooooooo 



8ggg8gggggg888gg§ 



15 



EP 0 549 388 A1 



FIGURE 10 



Solution : 





63 


68 


170 


7 


76 


88 


1711 


DQB1*0201 


A 


G 


C 


T 


C 


A 


C 1 


DOB1*03031 


C 


G 


A 


T 


C 


T 


C 1 


DQB1 0402 


p 


v» 


l 

A 


T 


G 


T 


C 1 


rv\o l »Av1A1 


V- 






T 


G 


T 


C 1 


rvita i • n £ n 1 


Q 


Q 


A 


c 


T 


T 


C | 


U^JO X wOUJ 


Q 


G 


A 


T 


C 


C 


T 1 


DQB1*03032 


G 


G 


A 


T 


C 


T 


C 1 


D0B1*0602 


G 


G 


A 


T 


c 


T 


T 1 


DQB1*05031 


G 


G 


A 


T 


G 


C 


C 1 


DOB1*05032 


G 


G 


A 


• 


G; 


C 


T 1 


DQB1*0301 


G 


G 


A 


* 


T 


T 


C 1 


DQB1*0302 


G 


G 


C 


T 


C 


T 


c i 


DQB1*0502 


G 


G 


G 


T 


G 


C 


C 1 


DQB1*0504 


G 


G 


C 


* 


G 


T 


C 1 


DOB1*0604 


G 


G 


T 


T 


C 


C 


T 1 


DOB1*0605 


G 


G 


T 


T 


c 


T 


T 1 


DQB1»0501 


G 


G 


T 


T 


G 


C 


T 1 


Solution : 


















1 63 


68 


170 


7 


77 


88 


1711 


DQB1*0201 


1 A • 


G 


C 


T 


T 


A 


C 1 


DOB1*0402 


1 c 


G 


A 


T 


G 


T 


C 1 


DQBl'03031 


1 c 


G 


A 


T 


T 


T 


C 1 


DQB1*0401 


1 c 


T 


A 


T 


G 


T 


C 1 


DQB1*0601 


1 G 


G 


A 


C 


A 


T 


C 1 


DQB1*0301 


1 G 


G 


A 


* 


A 


T 


C 1 


DQBl*05031 * 


I G 


G 


A 


T 


G 


C 


C I 


DQB1*OS032 


1 G 


G 


A 


• 


G 


c 


T 1 


DQB1*0603 


1 G 


G 


A 


T 


T 


c 


T 1 


DQB1*03032 


1 G 


G 


A 


T 


T 


T 


C 1 


DQB1*0602 


! G 


G 


A 


T 


T 


T 


T 1 


DQB1*0302 


i G 


G 


C 


T 


T 


T 


C 1 


DQB1*0502 


1 G 


G 


G 


T 


G 


C 


C 1 


DQB1*0504 


t G 


G 


G 


• 


G 


T 


C | 


DQB1*0501 


1 G 


G 


T 


T 


G 


C 


T | 


DQB1*0604 


1 G 


G 


T 


T 


T 


C 


T 1 


DQB1*0605 


1 G 


G 


T 


T 


T 


T 


T 1 



1Q.1 



16 



EP 0 549 388 A1 



Solution: 





63 


68 


170 


26 


76 


88 


1711 


DQB1*0201 I 


A 


G 


C 


A 


C 


A 


\~ 1 


DQB1*03031 I 


C 


G 


A 


A 


c 


T 


C 1 


DQB1*0402 I 


C 


G 


A 


T 


G 


T 


C 1 


DQB1*0401 I 


c 


T 


A 


T 


G 


rp 
I 


r* 1 

X* 1 


DQB1*0603 


G 


G 


A 


A 


C 


c 


T I 


DQB1*03032 


C 


G 


A 


A 


c 


T 


C 1 


DQB1*0S031 


G 


G 


A 


A 


G 


C 


C 1 


DQB1*05032 


G 


G 


A 


* 


G 


c 


T 1 


DQB1*0301 


G 


G 


A 


A 


T 


T 


C 1 


DQB1*0602 


G 


G 


A 


T 


C 


T 


T 1 


DQB1*0601 


G 


G 


A 


T 


T 


T 


C 1 


DQB1*0302 


G 


G 


C 


A 


C 


T 


C 1 


DQB1 # 0502 


G 


G 


G 


A 


G 


C 


C 1 


DQB1*0S04 


G 


G 


G 


• 


G 


T 


C | 


DQB1*0604 


G 


G 


T 


A 


C 


C 


T i 


DQB1*0605 


I G 


G 


T 


A 


C 


T 


T 1 


DQB1*0S01 


I G 


G 


T 


A 


G 


C 


T I 


Solution: 


















I 63 


68 


170 


26 


76 


88 


2311 


DQB1*0201 


I A 


G 


C 


A 


C 


A 


G 1 


DQB1*03031 


I c 


G 


A 


A 


C 


T 


G 1 


DQB1*0402 


I c 


G 


A 


T 


G 


T 


C 1 


DQB1*0401 


I c 


T 


A 


T 


G 


T 


C 1 


DQB1*0603 


I G 


G 


A 


A 


C 


C 


G ! 


DQB1*03032 


i G 


G 


A 


A 


C 


T 


G 1 


DQB1*05031 


I G 


G 


A 


A 


G 


C 


A 1 


DQB1*05032 


I G 


G 


A 


* 


G 


c 


* 1 


DQB1*0301 


I G 


G 


A 


A 


T 


T 


G 1 


DQB1*0602 


I G 


G 


A 


T 


C 


T 


G 1 


DQB1*0601 


I G 


G 


A 


T 


T 


T 


G 1 


DQB1*0302 


I G 


G 


C 


A 


C 


T 


G | 


DQB1*0502 


I G 


G 


G 


A 


G 


C 


A 1 


DQB1*0504 


I G 


G 


G 


* 


G 


T 


G 


DQB1*0604 


I G 


G 


T 


A 


C 


C 


G 


DQB1*060S 


I G 


G 


T 


A 


C 


T 


G 


DQB1*0501 


I G 


G 


T 


A 


G 


C 


G 



17 



EP 0 549 388 A1 



Solution: 





63 


68 


170 


26 


77 


86 


mi 


DOB1*0201 


A 


G 


C 


A 


T 


A 


C 1 


DQB1*03031 


C 


G 


A 


A 


T 


T 


C 1 


DQB1*0402 


I C 


G 


A 


T 


G 


T 


C 1 


DQB1*0401 


I C 


T 


A 


T 


G 


T 


C 1 


DQB1*0301 


I G 


G 


A 


A 


A 


T 


c t 


DQB1*05031 


I G 


G 


A 


A 


G 


C 


c t 


DQB1*05032 


I G 


G 


A 


* 


G 


C 


T 1 


DQB1*0603 


i G 


G 


A 


A 


T 


C 


T 1 


DQB1*03032 


f G 


G 


A 


A 


T 


T 


C 1 


DQB1*0601 


I G 


G 


A 


T 


A 


T 


C 1 


DQB1*0602 


I G 


G 


A 


T 


T 


T 


T 1 


DQB1*0302 


I G 


G 


c 


A 


T 


T 


C 1 


DQB1*0502 


t G 


G 


G 


A 


G 


C 


C 1 


DQB1*0504 


t G 


G 


G 


* 


G 


T 


C 1 


DQB1 *0501 


I G 


G 


T 


A 


G 


c 


T 1 


DQB1*0604 


I G 


G 


T 


A 


T 


C 


T 1 


DQB1*0605 


1 G 


G 


T 


A 


T 


T 


T 1 


Solution : 


















1 63 


68 


170 


26 


77 


88 


2311 


DQB1*0201 


1 A 


G 


C 


A 


T 


A 


G | 


DQB1*03031 


1 c 


G 


A 


A 


T 


T 


G | 


DOB1*0402 


1 c 


G 


A 


T 


G 


T 


C 1 


DQB1 # 0401 


1 c 


T 


A 


T 


G 


T 


C 1 


DQB1*0301 


1 G 


G 


A 


A 


A 


T 


G 1 


DQB1*05031 


i G 


G 


A 


A 


G 


C 


A | 


DQB1*05032 


i G 


G 


A 


» 


G 


C 


* 1 


DQB1*0603 


1 G 


G 


A 


A 


T 


c 


G | 


DQB1*03032 


1 G 


G 


A 


A 


T 


T 


G I 


DQB1*0601 


1 G 


G 


A 


T 


A 


T 


G | 


DQB1*0602 


1 G 


G 


A 


T 


T 


T 


G | 


DQB1*0302 


\ G 


G 


C 


A 


T 


T 


G | 


DQB1*0502 


I G 


G 


G 


A 


G 


C 


A 1 


DQB1*0504 


t G 


G 


G 


* 


G 


T 


G t 


DQB1*0501 


1 G 


G 


T 


A 


G 


C 


G 1 


DQB1*0604 


] G 


G 


T 


A 


T 


C 


G i 


DQB1*0605 


t G 


G 


T 


A 


T 


T 


G 1 



18 



EP 0 549 388 A1 



Solution: 





63 


68 


170 


57 


76 


88 


1711 
1 


DQB1*0201 I 


A 


G 


C 


C 


C 


A 


C 1 


DQB1*03031 I 


C 


G 


A 


C 


C 


T 


C 1 


DQB1*0402 I 


C 


G 


A 


C 


G 


T 


c no. 


DQB1*0401 I 


c 


T 


A 


c 


G 


T 


c I 


DQB1*0603 


G 


G 


A 


c 


C 


C 


T I 


DQB1*03032 


G 


G 


A 




\- 


1 


C 1 


DQB1*0602 


G 


G 


* 

A 




Q 


T 


T 1 


DQB1*0S031 


G 


G 


A 


c 




Q 


C ] 


DQB1*05032 


G 


G 


* 

A 


# 


Q 


c 


T 1 


DQB1*0301 


G 


c* 
L» 


ft. 

A 


c 


T 


T 


C 1 


DQB1*0601 


G 


G 


A 


T 
1 


1 


T 


C 1 


DQB1*0302 


G 


G 






c 


T 


C 1 


DQB1*0502 


I G 


G 






r* 
\j 




C 1 


DQB1*0504 


G 


G 


G 




G 


1 


C 1 


DQB1*0604 


G 


G 


T 


C 


C 


/"» 


rn I 
I \ 


DQB1*0605 


G 


G 


T 


c 


C 


rp 


I 1 


DQB1*0S01 


G 


G 


T 


c 


G 


L. 


rp t 
. 1 


Solution : 


















I 63 


68 


170 


S7 


77 


88 


1711 
1 


DQB1*0201 


I A 


G 


C 


C 


T 


A 


C 1 


DQB1*0402 


I c 


G 


A 


C 


G 


T 


C I 


DQB1*03031 


I c 


G 


A 


C 


T 


T 


C 1 


DOB1*0401 


i c 


T 


A 


C 


G 


T 


C 1 


DQB1*0301 


I G 


G 


A 


c 


A 


T 


C I 


DQB1*05031 


I G 


G 


A 


c 


G 


C 


C 1 


DQB1*05032 


I G 


G 


A 


* 


G 


C 


T 1 


DQB1*0603 


I G 


G 


A 


c 


T 


C 


T 110 


DQB1*03032 


I G 


G 


A 


c 


T 


T . 


C I 


DQB1*0602 


I G 


G 


A 


c 


T 


T 


T I 


DQB1*0601 


I G 


G 


A 


T 


A 


T 


C 1 


DQB1*0302 


I G 


G 


C 


C 


T 


T 


C f 


DQB1*0502 


I G 


G 


G 


C 


G 


C 


C 1 


DQB1*0504 


I G 


G 


G 


* 


G 


T 


c \ 


DQB1*0501 


I G 


G 


T 


c 


G 


C 


T 1 


DQB1*0604 


I G 


G 


T 


c 


T 


C 


T 1 


DQB1*0605 


I G 


G 


T 


c 


T 


T 


T 1 



19 



EP 0 549 388 A1 



Solution: 



DQB1*0201 

DQB1*03031 

DQB1*0402 

DQB1*0401 

DQB1*0603 

DQB1*03032 

DQB1*0602 

DQB1*05031 

DQB1*05032 

DQB1*0601 

DQB1*0301 

DOB1*0302 

DQB1*0502 

DQB1*0504 

DQB1*0604 

DQB1*060S 

DQB1*0501 



Solution: 



DOB1*0201 

DQB1*03031 

DQB1*0402 

DQB1*0401 

DQB1*0603 

DOB1*03032 

DQB1*0602 

DOB1*05031 

DQB1*05032 

DQB1*0301 

DQB1*0601 

DQB1 # 0302 

DQB1*0502 

DQB1*0504 

DQB1*0604 

DQB1*0605 

DQB1*0501 



63 


CO 
DO 




/ o 


Aft 


109 


1711 


A 


G 


c 


C 


A 


A 


C I 


C 


G 


A 


C 


T 


T 


C 1 


C 


G 


A 


G 


T 


T 


C 1 


C 


T 


A 


G 


T 


T 


C 1 


G 


G 


A 


C 


C 


T 


T 1 


G 


G 


A 


C 


T 


T 


C ! 


G 


G 


A 


C 


T 


T 


T 1 


G 


G 


A 


G 


C 


T 


C 1 


G 


G 


A ■ 


G 


C 


T 


T 1 


I G 


G 


A 


T 


T 


G 


C 1 


I G 


G 


A 


T 


' T 


T 


e i 


I G 


G 


C 


C 


T 


T 


C 1 


I G 


G 


G 


G 


C 


T 


c 


I G 


G 


G 


G 


T 


T 


c 


I G 


G 


T 


C 


C 


T 


T 


t G 


G 


T 


C 


T 


T 


T 


I G 


G 


T 


G 


C 


T 


T 




I 63 


68 


170 


76 


88 


113 


171 


I A 


G 


C 


C 


A 


T 


C 


I c 


G 


A 


C 


T 


C 


C 


I c 


G 


A 


G 


T 


C 


C 


I c 


T 


A 


G 


T 


c 


C 


I G 


G 


A 


C 


C 


c 


T 


I G 


G 


A 


C 


T 


c 


C 


I G 


G 


A 


C 


T 


c 


T 


I G 


G 


A 


G 


C 


T 


C 


I G 


G 


A 


G 


C 


T 


T 


I G 


G 


A 


T 


T 


C 


C 


t G 


G 


A 


T 


T 


T 


C 


I G 


G 


C 


C 


T 


C 


c 


I G 


G 


G 


G 


C 


T 


c 


f G 


G 


G 


G 


T 


T 


c 


1 G 


G 


T 


C 


C 


C 


T 


1 G 


G 


T 


C 


T 


C 


T 


1 G 


G 


T 


G 


C 


T 


T 



20 



EP 0 549 388 A1 



Solution: 





63 


66 


170 


76 


88 


114 


171 


DQB1*0201 


A 


G 


C 


C 


A 


G 


C 


DQB1*03031 


C 


. G 


A 


c 


T 


A 


C 


DQB1*0402 


c 


G 


A 


G 


T 


G 


c 


DOB1*0401 


c 


T 


A 


G 


T 


\j 


C 


DQB1*0603 


G 


G 


A 


C 


C 


G 


T 


DQB1*03032 


G 


G 


A 


C 


T 


A 


C 


DOB1*0602 


G 


G 


A 


c 


T 


/-» 
L» 


rri 

r 


DQB1*05031 


G 


G 


A 


G 


C 


G 


c 


DQB1*05032 


G 


G 


A 


G 


C 


G 


T 


DQB1*0301 


G 


G 


A 


T 


T 


A 


C 


DOB1*0601 


1 G 


G 


A 


T 


T 


G 


C 


DQB1*0302 


t G 


G 


C 


C 


T 


A 


C 


DQB1*0502 


G 


G 


G 


G 


C 


G 


C 


DQB1*0504 


i G 


G 


G 


G 


T 


G 


C 


DQB1*0604 


1 G 


G 


T 


C 


C 


G 


T 


DQB1*0605 


1 ! G 


G 


T 


C 


T 


G 


T 


DOB1*0501 . 


1 G 


G 


T 


G 


C 


G 


T 


Solution : 


















! 63 


6B 


170 


76 


B8 


114 


231 


DOB1*0201 


! A 


G 


c 


c 


A 


G 


G 


DQB1*03031 


1 c 


G 


A 


c 


T 


A 


G 


DQB1*0402 


1 c 


G 


A 


G 


T 


G 


C 


DQB1*0401 


1 c 


T 


A 


G 


T 


G 


C 


DOB1*0603 


1 G 


G 


A 


C 


C 


G 


G 


DQB1*03032 


I G 


G 


A 


C 


T 


A 


G 


DQB1*0602 


I G 


G 


A 


C 


T 


G 


G 


DOB1*05031 


1 G 


G 


A 


G 


C 


G 


A 


DQB1*05032 


t G 


G 


A 


G , 


C 


G 


* 


DQB1*0301 


1 G 


G 


A 


T 


T 


A 


G 


DQB1*0601 


1 G 


G 


A 


T 


T 


G 


G 


DQB1*0302 


I G 


G 


C 


C 


T 


A 


G 


DQB1*0502 


t G 


G 


G 


G 


C 


G 


A 


DQB1*0504 


t G 


G 


G 


G 


T 


G 


G 


DOB1*0604 


1 G 


G 


T 


C 


C 


G 


G 


DQB1*0605 


1 G 


G 


T 


C 


T 


G 


G . 


DOB1*0501 


t G 


G 


T 


G 


C 


G 


G 



10.11 



10.12 



21 



EP 0 549 388 A1 



Solution: 





I 63 


68 


170 


76 


88 


134 


171 


DQB1*0201 


I A 


G 


C 


C 


A 


G 


C 


DQB1*03031 


I c 


G 


A 


C 


T 


G 


C 


DQB1*0402 


I c 


G 


A 


G 


T 


G 


c 


DQB1*0401 


I c 


T 


A 


G 


T 


G 


c 


DQB1*0603 


I G 


G 


A 


C 


C 


G 


T 


DQB1*03032 


I G 


G 


A 


c 


T 


G 


c 


DQB1*0602 


I G 


G 


A 


c 


T 


G 


T 


DQB1*05031 


I G 


G 


A 


G 


c 


G 


c 


DQB1*05032 


I G 


G 


A 


G 


c 


G 


T 


DQB1*0301 


I G 


G 


A 


T 


T 


A 


c 


DQB1*0601 


I G 


G 


A 


T 


T 


G 


c 


DQB1*0302 


I G 


G 


c 


c 


T 


G 


c 


DQB1*0502 


I G 


G 


G 


G 


c 


G 


c 


DQB1*0504 


I G 


G 


G 


G 


T 


G ; 


c 


DQB1*0604 


I G 


G 


T 


C 


c 


G 


T 


DQB1*0605 


I G 


G 


T 


C 


T 


G 


T 


DQB1*0501 


I G 


G 


T 


G 


C 


G 


T 


Solution : 


















I 63 


68 


170 


76 


88 


141 


171 


DQB1*0201 


I A 


G 


C 


C 


A 


C 


C 


DQB1*03031 


I c 


G 


A 


C 


T 


T 


C 


DQB1*0402 


I c 


G 


A 


G 


T 


T 


C 


DQB1*0401 


I c 


T 


A 


G 


T 


T 


C 


DQB1*0603 


t G 


G 


A 


C 


C 


C 


T 


DQB1*0602 


I G 


G 


A 


C 


T 


C 


T 


DQB1*03032 


I G 


G 


A 


C 


T 


T 


C 


DQB1*05031 


I G 


G 


A 


G 


C 


T 


C 


DQB1*05032 


I G 


G 


A 


G 


C 


T 


T 


DQB1*0301 


I G 


G 


A 


T 


T 


C 


C 


DQB1*0601 


t G 


G 


A 


T 


T 


T 


c 


DQB1*0302 


G 


G 


C 


C 


T 


T 


c 


DQB1*0502 


G 


G 


G 


G 


C 


C 


c 


DQB1*0504 


G 


G 


G 


G 


T 


C 


c 


DQB1*0604 


G 


G 


T 


C 


C 


c 


T 


DQB1*0605 


G 


G 


T 


C 


T 


c 


T 


DQB1*0501 


G 


G 


T 


G 


C 


c 


T 



22 



EP 0 549 388 A1 



Solution: 





1 63 


68 


170 


76 


88 


141 


231 


DQB1*0201 


I A 


G 


C 


C 


A 


C 


G 


DQB1*03031 


1 C 


G 


A 


c 


T 


T 


G 


DQB1*0402 


1 c 


G 


A 


G 


T 


T 


C 


DQB1*0401 


1 c 


T 


A 


G 


T 


T 


C 


DQB1*0603 


1 G 


G 


A 


C 


C 


c 


G 


DQB1*0602 


1 G 


G 


A 


C 


T 


C 


G 


DQB1*03032 


1 G 


G 


A 


C 


T 


T 


G 


DQB1* 05031 


1 G 


G 


A 


G 


C 


T 


A 


DQB1*05032 


1 G 


G 


A 


G 


C 


T 




DQB1*0301 


1 G 


G 


A 


T 


T 


C 


G 


DQB1*0601 


1 G 


G 


A 


T 


T 


T 


G 


DQB1*0302 


1 G 


G 


C 


C 


T 


T 


G 


DQB1*0502 


1 G 


G 


G 


G 


C 


C 


A 


DOB1*0504 1 


G 


G 


G 


G 


T 


C 


G 1 


DQB1*0604 1 


G 


G 


T 


C 


C 


C 


G 1 


DQB1*0605 


G 


G 


T 


C 


T 


C 


G 1 


DQB1*0501 


G 


G 


T 


G 


C 


c 


G | 


Solution : 


















63 


be 


170 


76 


88 


153 


1711 


DQB1*0201 


A 


G 


C 


C 


A 


G 


C 


DQB1*03031 


1 c 


G 


A 


C 


T 


G 


C 


DQB1*0402 


) c 


G 


A 


G 


T 


G 


C 


DQB1*0401 


1 c 


T 


A 


G 


T 


G 


C 


DQB1*0603 


1 G 


G 


A 


C 


C 


G 


T 


DQB1*03032 


I G 


G 


A 


C 


T 


G 


C 


D0B1*0602 


1 G 


G 


A 


C 


T 


G 


T 


DQB1*05031 


1 G 


G 


A 


G 


C 


G 


C 


DQB1*05032 


1 G 


G 


A 


G 


C 


G 


T 


DQB1*0601 


f G 


G 


A 


T 


T 


C 


C 


DQB1*0301 


1 G 


G 


A 


T 


T 


G 


C 


DQB1*0302 


1 G 


G 


C 


C 


T 


G 


C 


DQB1*0502 


t G 


G 


G 


G 


C 


G 


c 


DQB1*0504 


1 G 


G 


G 


G 


T 


G 


c 


DQB1*0604 


1 G 


G 


T 


C 


C 


G 


T 


DQB1*0605 


i G 


G 


T 


C 


T 


G 


T 


DQB1*0501 


1 G 


G 


T 


G 


C 


G 


T 



10.15 



23 



EP 0 549 388 A1 



Solution: 



I 
I 

I 


63 


68 


170 


76 


88 


158 


171! 


I 

DQB1*0201 I 


A 


G 


C 


C 


A 


T 


C 1 


DQB1*03031 I 


C 


G 


A 


C 


T 


T 


C I 


DQB1*0402 I 


C 


G 


A 


G 


T 


T 


C 1 


DQB1*0401 I 


C 


T 


A 


G 


T 


T 


C 1 


DQB1*0603 I 


G 


G 


A 


C 


C 


A 


T ! 


DQB1*0602 I 


G 


G 


A 


/"» 
C 


I 


\ 

A 




DQB1*03032 


G 


G 


A 


/-» 


1 


T 


C 1 


DQB1*05031 


G 


G 


A 


Vj 


r 


* 
A 


C | 


DQB1*05032 


G 


G 


A 


G 


r» 

L» 




T 1 






G 


A 


T 


T 


A 


C | 


DQB1*0301 


G 


G 


A 


T 


T 


T 


C 1 


DQB1*0302 


G 


G 


C 


C 


T 


T 


C I 


DOB1*0502 


G 


G 


G 


G 


C 


A 


C 1 


DQB1*0504 


G 


G 


G 


G 


T 


A 


c I 


DQB1*0604 


i G 


G 


T 


C 


C 


A 


T 1 


DQB1*0605 


I G 


G 


T 


c 


T 


A 


T 1 


DQB1*0501 


I G 


G 


T 


G 


C 


A 


T 1 


Solution: 


















I 63 


68 


170 


76 


88 


158 


2311 


DQB1*0201 


I A 


G 


C 


C 


A 


T 


G | 


DQB1*03031 


I c 


G 


A 


C 


T 


T 


G 1 


DQB1*04Q2 


\ c 


G 


A 


G 


T 


T 


C 1 


DQB1*0401 


l c 


T 


A 


G 


T 


T 


C 1 


DQB1*0603 


1 G 


G 


A 


C 


C 


A 


G 1 


DQB1*0602 


1 G 


G 


A 


C 


T 


A 


G 1 


DQB1*03032 


1 G 


G 


A 


C 


T 


T 


G 1 


DQB1*05031 


1 G 


G 


A 


G 


C 


A 


A 1 


DQB1*05032 


1 G 


G 


A 


G 


C 


A 


* 1 


DQBl*060l 


1 G 


G 


A 


T 


T 


A 


G | 


DQBl*030l 


i G 


G 


A 


T 


T 


T 


G 1 


DQB1*0302 


! G 


G 


C 


C 


T 


T 


G 


DOB1*0502 


! G 


G 


G 


G 


C 


A 


A 


DQB1*0504 


1 G 


G 


G 


G 


T 


A 


G 


DQB1*0604 


1 G 


G 


T 


C 


C 


A 


G 


DQB1*0605 


1 G 


G 


T 


C 


T 


A 


G 


DQB1*0501 


1 G 


G 


T 


G 


C 


A 


G 



10.17 



10.13 



24 



EP 0 549 388 A1 



Solution: I 

|~~63 68* 170 76 88 164 1711 

! ! 

DQB1*0201 [K G C C A T CI 

DQB1*03031 I C G A C T t- <- 

DQBf0402 I C G A G T G C 

DQB1»0401 I C T A G T G C 

DQB1-0603 I G G A C C G T 

DQB1*03032 I C G A C T C C I .IS 

OQB1»0602 I G G A C T C T 

DQBl'05031 I G G A G C • G «. 

DQB1*05032 I G G A G C o i 

DQB1*0301 | G G A T T C C 

DQBl'0601 I G G A T T 0 C 

DQBl'0302 I G G C C T C C 

DQB1*0502 I G G G C C G C 

DQBl'0504 I G G G G T G C 

DQB1*0604 I G G T C C G T 

DQB1-0605 I G G T C T G T 

DQB1*0501 I G G T G C G T 

I " 1 

Solution: . 

I 

| 63 68 170 76 88 164 2311 

! - : 

DGB1*0201 I A G C C A T G I 

DQB1*03031 ICG k C T C ^ 

DOB1*0402 I C 0 A G T G ^10.20 

DOB1*0401 I C T A G T G C 

DQB1*0603 I G G A C C G G 

DQB1*03032 I G G A C T C G 

DQB1*0602 I G G A C T G G 

DQB1*05031 I G G A G C G A 

DQB1*05032 | G G A C C G 

DQB1*0301 I G G A T . T C G 

DQB1*0601 | G G A T T G G 

DQB1*0302 I G G C C T C G I 

DQB1*0502 I G G G G C G A 

DQB1*0504 | G G G G T G G 

DQB1*0604 I G G T C C G G 

DQB1*0605 I G G T C T G G 

DQB1*0501 ! G G T G C G G 

I 



25 



EP 0 549 388 A1 




Office curopccn j^ppQRj DE RECHERCHE EUROPEENNE 

des brevets 



Nnraero it la demxode 

EP 92 40 3267 
Page 1 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categoric 



Citation du document avee tn<hcattoo, co cms de bcsoin, 
6cs parties pertinent cs 



Revcndicatioii 



CLASSEMENT DE LA 
DEMANDE (Int. Q.5 ) 



0,A 



PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF USA. 

vol. 83, Octobre 1986, WASHINGTON US 
pages 7836 - 7840 

I. LE GALL ET AL. 'Two DRa allelic series 
defined by exon II-specific synthetic 
oligonucleotide genomic hybridization: A 
method of HLA typing? 1 
abrege * 

* page 7837, colonne de gauche, ligne 13 - 
page 7838, colonne de gauche, ligne 25 * 

page 7840, colonne de gauche, ligne 15 - 
ligne 33 * 

HUMAN IMMUNOLOGY 

vol. 24, no. 1, Janvier 1989, NEW YORK, USA 
pages 1-14 

J.-M- TIERCY ET AL. 'DNA typing of DRw6 
subtypes: correlation with 0RB1 and 0RB3 
allelic sequences by hybridization with 
oligonucleotide probes' 
abrege * 



IMMUNOGENETICS 

vol. 32, 1990, NEW YORK, USA 

pages 231 - 241 

T . L . BUGAWAN ET AL. 'Rapid HLA-DPB typing 
using enzymatical ly amplified DNA and 
nonradioactive sequence-specific 
oligonucleotide probes 1 
* page 232, colonne de droite, ligne 27 - 
ligne 58 * 



C12Q1/68 



1-4 



DOMA1NES TECHNIQUES 
RECHERCHES (Int. Ct.5 ) 



C12Q 



EP-A-0 412 883 (BERTIN & CIE) 
* le document en entier * 



1.7.9 



-/- 



U present rapport a etc ctabti pour toutcs les rcvendkatioas 



U HAYE 



11 MARS 1993 



LUZZATTO E.R. 



CATEGORIC DES DOCUMENTS CITES 

X : partaiUtreiBcnt pertinent 1 lot x«ul 

Y ; partiaiU4rtnwst patiacat en cooblsalsoo *vec un 

intrc document de la ntee c*tfcgorie 
A : urtira-fJu t*chnolotfqu« 
O : divulgation noo-*crite 
P : iocua«nt lot«rcilmir« 



T : tbferU on erlncip* ft li bu* U l'tov«nttoo 
E : document d« birwt antfcrlcur, nuis pubUe i la 

dale it itatn mi aprts cett« izte 
D : dti 4ut la 4cma»l* 
L : dtt pour d'autns rmisoiu 

A : tscnibre de U uttma fimille, document correspooiant 



26 



EP 0 549 388 A1 



Office ruropeen j^pp^ D£ RECHERCHE EUROPEENNE Nun, "° * U < """ 4 " 

dca brevets 

EP 92 40 3267 
Page 2 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categoric 



Citation du doctaneot avec indication, cd c*s dc besoin, 
dec parties pcftinortes 



Revendjcatfon 



CLASS EMENT DE LA 
DEMANDE Got. Q.5 ) 



A 
A 
A 
A 

P,X 
P>X 
P,X 



EP-A-0 237 362 (CETUS CORPORATION) 

* page 33, ligne 20 - page 45, ligne 25 * 

WO-A-8 904 875 (CETUS CORPORATION) 

* page 25, ligne 28 - page 27, ligne 24 * 

WO-A-8 911 547 (CETUS CORPORATION) 

* page 3, ligne 32 - page 4, ligne 22 * 

EP-A-0 103 960 (BI0GEN N.V.) 

* page 32, ligne 1 - ligne 30 * 

WO-A-9 210 589 .( F.HOFFMANN-LA-ROCHE AG) 
page 16, ligne 1 - page 23, ligne 13 * 

WO-A-9 211 389 (F.HOFFMANN-LA-ROCHE AG) 
page 4, ligne 33 - page : 19, ligne 12 * 

WO-A-9 208 117 (APPLIED BIOSYSTEMS) 

* page 6, ligne 11 - page 9, ligne 30; 
revendi cations * 



Lc present rmpport • etc ctabli pour toutcs les revendicatiotis 



1.6,7 
1-4 
1-4 
1 

1,6 
1,6 
1 



DO MAIN ES TECHNIQUES 
RECHEJtCHES (Int. CI. 5 ) 



LA HAVE 



11 MARS 1993 



LUZZATT0 E.R. 



CATECOME DES DOCUMENTS CITES 

X : parti culliremeit pertinent a lul seal 

Y : psrdtuUcfcacat pertinent eo combloaiioD svtc i 

autre document it la atac catagorb 
A : arriero-plan tcchnolo^quc 
O : divulgation non-eaite 
P : doom est tnlercahrirc 



T : tatorie oo prlndpe i la bast 4* rinventtoa 
E : document it bmct acttricur, nab puUie 1 la 

fate 4e 4cp6t oq aprts cette 4aXt 
D : tit* dans la denaade 
L : tit 6 pour d'&utm nitons 



dt : manbrt d« la mttna bailie, document corresponlint 



27 



